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the human Ig having chain constant region (IgG. IgA, IgM, IgE. esp. 
£S ST Spe l or 3). TNF-BP can be prepared by cultunng hosts, e.g. 
JLAfak ofLsect cells, transformed with a vector containing- (I). 

- ^ ^JSiSI^'SSSpI: usetin a therapeutic product and as 
an antiaeh for the production of mono- and polyclonal antibodies, 
an e for^ ^p ^ ^-binding capacity at various cojcn.. is 

measured in a filter test: Kd = 10 power (-9) -10 power(-lO) M. «M26pp 
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© TNF-btndende Protelne. 



" © Die vortlegende Orfindung betrifft nichttSsItche Protelne sowie I6s8che Oder rdchtftstiche Fragments davon. 
CO die TNF binden, in homogener Form, sowie deren physilogisch vertragfichen Seize, insbesondere solche 
JO Proteine mit etnem Molekuiargewicht von etwa 55 Oder 75 kD (nichtreduzJerende SOS-PAGE-Becfingungen), 

Verfahren zur Isofierung solcher Proteinen Antikfirper gegen solche Protelne. DNA-Sequenzen, die fOr richtlo'sB- 
rs che Proteine sowie IdsGche Oder rtichtlosfiche Fragment* davon, die TNF binden. kodieren, wie totehe, die fOr 
*7 Protelne kodieren, die zum einen Teil aus elnem losOchen Fragment das TNF bindet und zum anderen Teil aus 

alien Dom&nen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette humaner Immunglobufine bestehen 
O und die davon . kod ierten rekombtnanten Proteine wie Verfahren zur deren Herstellung mtttels transformierter pro- 
h wie eukaryotischer Wirtszellen. 
W 
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TNF-B1NDENDE PROTEINE 



Tumor Nekrosis Faktor « (TN Fa. auch Cachectin). auf Grund seiner r^emorogisch-oekrotisjererttien 
Wirkung auf bestimmte Tumoren entdeckt und LympbotoxJn (TNFfl) and zwei nahe verwandte Peptidfakto- 
ren [3] aus der Klasse der LymphoWneyCytokine, die Im folgenden beide als TNF bezeichnet werden [siehe 
Uebersichtsarberten 2 und 3 J. TNF verfOgt Ober ein bretes zetluttres Wirkurxjsspefctrum. Belspfeteweise 

$ besitzt TNF inWWerende oder cytotoxische Wirkung auf elne ReJhe von TunxraiKnten [2,31 stimuCert die 
Proliferation von Fibroblasten und die phag^rylierendeVfcytolDxiache AkMvitfit von myetoischen ZeDen 
[4.5,6]. Induziert AdhSsionsmolekOte In Endothetzelten oder Obt eine kihibierende Wirkung auf Endothel aus 
inhibiert die Synthase von spezifischen Enzymen in Adtpozyten [11] und feduziert ole Expression 
von HistokompatWIrtatearrtigenen (12J. Manche dieser TNF-Wirkungen wetden Ober elne tnduktion von 

io anderen Faktoren oder durch syrwgistische Effekte rrut anderen Faktoren, wie betspielsweise trtterferonen 
Oder InterieukJnen erzielt [13-16]. 

TNF 1st bei elner Relhe von Pathotoglschen ZustSnden, beisplelswelse Scrwckzustfinden bei 
Menlngococcen-Sepsis [17], be! der Entwtekfung von Autoirronun^tomerulonephrltte bei Mausen [18] oder 
bei cerebrater Malaria bei M3usen [19] und beim Menschen [41] mvoMert. Ganz allgemein scheinen die 

is toxischen Wirkungen von Endotoxin durch TNF vermittelt zu seln [20]. Welterhin kann TNF wie lnlerteukin-1 
Reber auslosen [39J. Auf Grund der pielotropen funktionelten Bgenschaften von TNF kann man arwehmen, 
dass TNF in Wechselwirkung mit anderen CytoWnen bei einer ganzen Relhe welterer pathotogischer 
ZustSnde als Mediator von Immunantwort EntzOndung oder anderen Prozessen beteiiigt 1st 

Diese biologischen Effekte werden durch TNF Ober spezfflsche Rezeptoren vermittelt, wobel nach 

20 heutigem Wtssensstand sowohl TNFa wie TNFfl an die gleichen Rezeptoren binden [21]. Verschiedene 
Zelltypap unterscheiden sich in der Anzahl von TNF-Rezeptoren [22,23,24]. Solche ganz allgemein 
gesprochen TNF-bindenden Proteine (TNF-BP) wurden durch kovalente Bindung an radioaktfv marWertes 
TNF nachgewiesen [24-29], wobei die fol enden scheinbaren Moiekulargewichte der erhattenen TNF/TNF- 
BP-Komplexe ermrttelt wurden: 95/100 kD und 75 kD [24], 95 kO und 75 kO [25], 138 kO, 90 kD. 75 kO und 

25 54 kO [26]. 100i5 kD [27], 97 kO und 70 kD [28] und 145 kD [29]. Mrttete artf-TNF-Anffcorper- 
Immunoaffinitatschromatographie und praparativer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) koruv 
ts ein solcher TNF/TNF-BP-Komplex isoliert werden [27]. Die reduktive Spaltung dieses Kompiexes und 
anschlressende SDS-PAGE-Analyse ergab mehrere Banden. die allerdings nicht auf TNF-BindeaktivitSt 
getestet wurden. Da die spezifischen Bedingungen. die zu der Spaltung des Kompiexes verwendet werden 

so mOssen. zur Inaktivierung des Bindeproteins fuhren pi J. 1st letzteres auch nicht mOglich gewesen. Die 
Anreicherung von I6slichen TNF-BP aus dem humanen Serum oder Urin mfttels tonenaustauscher- 
# Chromatographie und Getfiltration (Moiekulargewichte Im Bereich von 50 kD) wurde von Oteson et al. 
beschrieben [30]. 

Brockhaus et al. [32] erhielten durch TNFcrlJgandenaffipftfitschromatographw und HPLC aus Membran- 
es extrakten von HL6f>Zellen eine angereicherte TNF-BP-PrSparation, die wiederum als Antigenpraparation zur 
Herstellung von mortoklonaJen Ant'kCrpem gegen TNF-BP verwendet wurde. Unter Verwendung eines 
solchen immobiCsierten AntikSrpers (ImmunaffinMtschrcMTiatograpWe). wurde mittels TNRr-Ugandenaffinl- 
tStschromatographie und HPLC von Loetscher und Brockhaus [31] aus einem Extrakt von humaner Placenta 
etna angereicherte. PrSparation von TNF-BP erhattea do In der SDS-PAGE-Analyse etne starke breite 
40 Bande bei 35 kD, eine schwache Bande bei etwa 40 kD und eine eehr schwache Bande im Bereich 
zwischen 55 kD und 60 kO ergab. fm Obrigen zeJgte das Gel tm Bereich von 33 kO bis 40 kO einen 
Pixrteinhintergrundschmler. Die Bedeutung der so erhattenen Proteinbanden war jedoch im Wnbfick auf ole 
Heterogenic des verwendeten Ausgangsmaterials (Placeota-Gewebe; veretnigtes Material aus mehreren 
Placental) nicht War. 

45 Gegenstand der vorUegenden Erfindung sind nfchtJdsffche Proteinen dA beispielsweise Membranprotet- 
ne bzw. sogenannte Rezeptoren, und WsBche oder nfchtftsfiche Fragmerrte davon. die TNF binden (TNF- 
BP). In homogener Form, sowfe deren Phystotoglsch vertragfche Seize. Bevorzugt sind solche Proteine, die 
gemSss SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Becfingungen durch scheinbere MoJekutargevrichte von etwa 
55 kD. 51 kD, 38 kD. 36 kD und 34 kD bzw. 75 kD und 65 kO charaktertsiert sind, Insbesonders solche mft 

so * etwa 55 kD und 75 kO. Weiterhin bevorzugt sind solche Proteine, die durch wenigstens eine der fdgenden 
Amrnosa ureteilsequeruen gekennzeichnet sind: . 

(IA) UH^Val-Prc^His-t^u-Gly-Asp-Arg^^ 
X-Asn-Ser-lle 

(IB) Ser-Trtf-Pro-Gtu-Lys-Gtu^ly-Glu-Leu^to^ 
(IIA) Ser-Gln-Leu-Glu-Thr-Prc^lu-ThH^u^ 
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10 
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20 



25 



30 



3S+ 



40 



(IIEJIIe-X-Pr^Gly-Phe-GlyVal-Ala-Tyr-Pro-AJa-Leu-Glu 
piF) Leu-Cys-Ala-Pro 

nlcM eindeutig bestimmt ^^^^ ^ N-tecmlnate Teilsequenz charaktertetert worden 

lm Stand der Tochnik smd berete JU ™*J^"™™ m M sjch ^ Sequ**z von dec 

BP. . ^ 1/4lirv , -uch verfahren rur bollerung der erfindungsgemBssen 

Gegenstand der « rf ^l'S7 tf i t ^ *»mln (m we^ntfchen die tokjenden Rein.- 
TNF-BP. Diese Verfahren ^f^^jJ^nV, zoHder Gewebeerfraktes. Immur^nratschrome- 
Qunflsschritonachelr^ hochauflCsende FlOssigketts- 

tographie und/oder tin- Oder mehrfache ^f^^^SSewSXese (SOS-PAGE). Die Kombina- 
cSatographie (H p «-C) und prip*** S^jSSTSS^^ * * *• 
Bon der aus dem Stand der T ^J 6 ^J^2iSK-^ » «•«*•» 
erfindungsgemassen Verfahrens der JirOngHch tOr die Anreicherung von TNF- 

modifizlert und verbessert wurden. So wurd • Msg ^ e ^^ 8 ^ matoorapW e,TNF--Ug«idenaffi- 
BP .us humaner Placenta [31] ^^^^'^.^^^pharose 4S-Vor*au1e verwendet wur- 
nitatechromatographie-Schritt dadurch ^^J^^^Sm In Relhe mH der Immunaffinitats- 
de. Diese VorsSule wurde zum Auftrag des Zeft- ^T^^ des Extraktes wurden die beiden 
** und geW von der l*"*"*"^* SfSlF-BP-^ven Fraktioneo wurden 

zoMztgenannten SSu.en '^^^l^^^^sr^^ «r die DurcWOhrung des 
nochmals Ober eine Ugandenaffi ^J***^"^ peteroens-haltigen LBsnngsmittelgemisches. 
Umker^hasen-HPLC-Schrittes^ ^ ^ lten , aus denen 

Femer 1st auch ein technlsches V«rfa*en ^^^^^ Bn ^es Verfahren zelchnet 
TNF-BP isonert werden k6nnen ^^^^^SSSm ^aS^serforrJemisse der verwendeten 
s,ch dadurch aus. dass ein Mediurr ^^^^ tJnTJ^ Wo*aB In Belspiel 2 beschriebenen 
Ze.lHnie entwickeH wurde In Verb-ndung !Li sich beisplelsweise fur H.H50- 

- Das nets*, dass von der ^^S^^^S^ und AddWonen von elnem oder 

bevorzugt 1st wie Sequenzen. die Wr ^jf^^ "S.^^rotehvf^ert taxSert. relcht von 
Bne DNA-Sequenz. die n S^^SS^T^ «0r !»«**• Protein- 

S5 Nukleotld -185 Ws 1122 der In AbWIdung ^J^^J^^S^s 633 taw. von NukteoW -14 Ws 
Fragmehte kodieren. sind beispielswe.se solche^o ^^'Smfa,,, DN A-Sequenre«. die Br ein 
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TS 



20 



2S 



30 



90 



55 



^■^■"(^vonTSId^W^ 

auf Gnjnd der Hydrophifieprofik* der von den fOr soteJrSrfd^ ^^^Z^T^^" 

dert Oder erhaften wurden. Amlnosaureaustausche in ProWnen^^^^^^ ^ wrfin - 

Neur^ R.L Hi,, ,„ T*e Proteins' (Academic ^ £ S^H^S^.^ 
14) beschrieben. Ke am Mufigsten vorkommenden Austausche rind- M^SSS^lS 
Aia-Giy. "am*. Ser/Asn. Aia-Val. Ser/Giv. Tyr/Phe. A^o. L^C 25. £55 US" 

AjGly. sowie solche In wngekehrter Weis 9 . Die vorfiegemT iiS^S^^^ 
erfindungsgemasse QNA-Sequenzen anthalten und zur TrarcLrnatton ™ ch^^JT^ "T' 6 
**en Witssysternen geeignet sind. wobef «*. VeSotTb^^ Ett"££^S^ 
Bcpresaon der- von den erfindungsgemassen DNA-Sequenzen kodiertenTroteS S^S^^SZZ 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind auch pharmazeutische PrSoarale rfk> w«„ir«t on « 
d.eser TNF-BP Oder Fragmente davon. gewOoschtenfafc in V.rt£i*Ttl«2L, cZnJI^ 
= n Suostanzen undfcder n^t^e, inerten. *-^ 9 *Z^£Z2E 

* 010 voriiegerxJe Erfindung betrffft schRes$flch die Verwenduna soteher TNF-rp •r,«™i te ^ u _ , 

oewaschenen ZeKen extraWert warden. Zum Nacfwe* sWirSeP^oa^Z nS!?5 Und 

owspiei i. verwendet warden. Zur Qewnnung der erflndunosoetnlssen nup __,! 

Reinigung von ftoteinen. lr*ba*H*rT^^^ «f 

und SDS-PAGE verwendet werdea Besonders bevorzuatB Methafan u^Ju^TZ^T " 
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angegebenen Bektro-Dialysezeiten generell zu verdoppeln sind. Danach noch verWefoende Spuren von 
SDS konnen dann gem5ss Bosserhoff et al. [50] entfemt werden. 

Die so gereinlgten TNF-BP kdnnen mittels der im Stand der Technik bekannten Methoden der 
Peptidchemie, wie beispielsweise N-terminale Anrunos3uresequenzierung oder enzymatische wie chemische 
s Peptidspaltung charakterisiert warden. Durch enzymatische Oder chemische SpaJtung erhaJtane Fragmente 
k6nnen nach gSngigen Methoden. wie beispielsweise HPLC, aufgetrennt und safest wieder N-terminal 
sequenziert werden. Solche Fragmente. die setbst noch TNF binden, kCnnen mrttsls der obengenannten 
Nachweismethoden fOr TNF-BP identifiziert werden und sind ebenfaCs Gegenstand der vorfiegenden 
Erfindmg. 

to Ausgehend von der so erh&hfchen Amlnosawseojienrfnformation oder den In Ftgur 1 wie Rgur 4 
dargesteJtten DNA- wie AmtnosSuresequenzen kdnoen uriter Beachtung der Degeneration des genetischen 
Codes nach Im Stand der Technik bekannten Methoden geeignete OflgonuMeotide hergesteltt werden [511. 
Mittels dieser k5nnen dann wiederum nach bekannten Methoden der MoWajlarblologte [42,43] cDNA- oder 
genornische DNA-Banken nach Klonen, die fUr TNF-BP kodierende NuSJeinsfiuresequenzen enthalten. 

is abgesucht werden. Ausserdem kdnnen mittels der Polymerase-Ketienreaktion (PCR) [49] cDNArFragmente 
tioniert werden. indem von zwei auseinandertiegenden, relativ kurzen Abschnttten der Amlnosfluresequenz 
unter Beachtung des genetischen Codes voHstSndfg degenerlerte und in Ihrer Komplementarttfit geeignete 
OGgonucleotide aJs •Primer - elngesetzt werden, wodurch das zwischen diesen befden Sequenzen Kegende 
Fragment ampl'rfiziert und identifiziert werden kann. Die Bestimmung der Nukleotidsequenz elnes derartigen 

so Fragmentes ermdglicht eine unabhSngige Bestimmung der AmiriosSure-Sequenz des Proteinfragmenfs. fOr 
das es kodiert Die mittels der PCR ernSWrchen cDNA-Fragmente konnen ebenfaJls. wie bereits fOr die 
Oligonukleotide setost beschrieben, nach bekannten Methoden zum Aufsuchen von fOr TNF-BP kodierende 
Nukteinsauresequenzen enthaitenden KJonen aus cDNA- bzw. genornische DNA-Banken verwendet werden. 
Solche NukieinsSuresequenzen k6nnen dann nach bekannten Methoden sequenziert werden [42]. Aufgrund 

25 der so bestimmten wie der fOr bestimmte Rezeptoren bereits bekannten Sequenzen konnen sotehe 
Teilsequenzen. die fCr losliche TNF-BP-Fragmente kodieren, bestimmt und mittels bekannter Methoden aus 
der Gesamtsdquenz herausgeschnrtten werden [42]. 

Die gesamte Sequenz oder solche Teilsequenzen kSnnen dann mfttels bekannter Methoden tn Im Stand 
der Technik beschriebene Vektoren zu deren Vervielf&ltigung wie Expression In Prokaryoten Integriert 

30 werden [42]. Geeignete Prokaryotische Wlrtsorganismen stetlen beispielsweise gram-negative wie gram- 
Positive Bakterien, wie beispielsweise E. coli StSmme. wie E. coli HB 101 [ATCC Nr. 33 604] oder E. coli 
W3110 [ATCC Nr. 27 325] oder B. subtilis Stamme dar. 

Weiterhin k6nnen erfindungsgem3sse NukleinsSuresequenzen. die fOr TNF-BP sowie fUr TNF-BP- 
Fragmente kodieren, in geeignete Vektoren zur Vermehrung wie Expression in eukaryotischen Wirtszelten. 

05 ^wie beispielsweise Hefe. Insekten- und Sa*ugerzellen, mittels bekannter Methoden integriert werden. 
'Expression softener Sequenzen erfotgt bevorzugt In SSuger- wie tnsektenzelten. 

En typischer Expressaonsvektor fur Saugerzafien enthSIt ecn effizientes Prornotoretement, urn eine gute 
TranskripttohsratB zu erzieten. die zu exprimlerende DNA-Sequenz und Signale fOr eine effizJente Termina- 
tion und Polyadenylierung des Transkripts. Weitere Elements, die verwendet warden kOnnen. sind 

40 "Enhancer", wetehe zu nochmals verstarkter Transkription fOhren und Sequenzen, welche Z.B. eine ISngere 
Halbwertszeit der mRNA bewfrken WSnnen. Zur Expression von NukJelnsfiuresequenzen. denen das endo- 
gene fur ein Signalpeptid kodierende SequenzstOck fehit konnen Vektoren verwendet werden, die solche 
geetgnete Sequenzen. die fUr Signaipeptide von anderen bekannten Proteinen kodieren, enthalten. Siehe 
beispielsweise der von Cullen, B.R in Cell 46 . 973-982 (1986) beschriebene Vektor pU268 oder auch bei 

45 Sharma, S. et al In •Current Communications In Molecular Biology", edt by Gething. MJ„ Cold Spring 
Harbor Lab. (1985), SeHen 73-7& 

Die meisten Vektoren, die fOr eine transJente Expression emer bestimmten DNA-Sequenz tn SSugerzel- 
ten verwendet werden. enthalten den Repikalkre u rapr on g des SV40 Virus, tn Zaflen, de das T-Antigen des 
Virus expnrnieren, (zB. OOS-Zetlen), werden diese Vektoren stark vermehrt Bne vorObergehende Expres- 

so skx) 1st aber nteht auf COS-Zellen beschrSnxt. Im Prfnzip kann jede transfektierbare Saugerzefflinfe hierfDr 
verwendet werden. Signale, die eine stance TranskriptJon bewirken kOnnen, sind rB. die frOhen und sp&ten 
Promotoren von SV40, der Promoter and Enhancer des "major Immediate-early* Gens des HCMV 
... (humaner Cytomegalovirus), die LTRs ("long terminal repeats") von Retrovfren, wie beisptelswetee RSV, 
HIV und MMTV. Es Wnnen aber auch Signaie von zeiiuUlren Genen, wie z.B. die Promotoren des AWn- 

55 und Collagenase-Gens, verwendet werden. 

Aiternativ konnen aber auch stabile Zelllinien, die die spezifische DNA-Sequenz im Genom 
(Chromosdm) integriert haben. erhahen werden. Hierzu wird die DNA-Sequenz zusammen mit einem 
setektierbaren Marker, z.B. Neomycin, Hygromycin, DihydrofoJat-Reduktase (dhfr) oder Hypoxanthin- 
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Guanir>-Phosphoribosyttraasfor3se (hgpt) kotransfektiert Die stabil Ins Chromosom eingebaute DNA-Se- 
quenz kann auch noch stark vermehrt warden. Ein geelgneter Selektionsmarker Nerfur 1st beispielsweise 
die Dihydrofolat-Reduktase (dhfr). SSugerzellen (z.B. CHO-Zellen), welche keln Intaktes dhfr-Gen entbatten, 
werden hierbei nach erfolgter Transfektion mit steigenden Mengen von Methotrexat Wcubiert Auf diese 
Wei so krjnnen Zelltinlen erhaften werden, welche mehr als tausend Kopien der gewOnschten DNA-Sequenz 
enthalten. 

Saugerzellen, welche fOr die Expression verwendet werden kfinnen. sfnd z.B. Zetten der menachlichen 
Zetllinien Heta [ATCC CCL2] und 293 (ATCC CRL 1573 J, towie 3T3- [ATCC CCL 163] und L-Zellen, Z.B. 
[ATCC CCL 1491 (CHO)-Zel»en [ATCC CCL 61 J. BHK [ATCC CCL 10]-Zellen sowie cfie CV 1 [ATCC CCL 
70Y und die COS-ZellfinJen [ATCC CRL 1650. CRL 1651 J. 

Geeignete Expresskxwvektoren umfassen beispielsweise Vektoren wie pBC12MI [ATCC 67 109 J, 
pSV2dhfr [ATCC 37 1461. pSVL [Pharmada, Uppsala. Sweden! pRSVCat [ATCC 37 152] und pMSQ 
(Pharmacia, Uppsala. Sweden]. Besonder bevorzugte Vektoren si nd die In Beispiel 9 verwendeten Vektoren 
"pK19" und *pN123\ Dfese kCnnen aus den mit Ehnen transformlerten E. coB-Sta*mrnen HBl0l(pK19) und 
HB101(pN123) nach bekannten Methoden teofiert werden [42]. Diese E. coB-StSmme wurden am 26. Januar 
1990 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganlsmen und ZeHkutturen GmbH (DSM) in Braunschweig. 
BRD unter DSM 5761 fOr HB101(pK19) und DMS 5764 IQr HB101(pN123) hintortegt. Zur Expression der 
Proteine. die aus einem K>s!ichen Fragment von nlchtJSslichen TNF-BP und einem tmmungtobuGnantefl. d.h. 
alien DomSnen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette, bestehen, efgnen sich 
besonders pSV2 abgeleitete Vektoren wie beispielsweise von German, C. In "DNA Cloning" [Vol. IKfedt von 
6tover. D.M., I.RL Press, Oxford, 1985] beschrieben. Besonders bevorzugte Vektoren sfnd die be) der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganlsmen und Zeltkulturen GmbH (DSM) In Braunschweig. BRD hlnter- 
legten und in der EuropSischen Patentanmefdung Nr. 901 07393.2 genau beschriebenen Vektoren pCD4-Hu 
(DSM 5315). PCD4-H-H (DSM 5314) und pCD4-Hr3 (DSM 5523). Besagrte EuropSische Patentschrift wie die 
in Beisptel 11 angegebenen Squivalenten Anmeldungen enthaiten auch Angaben bezOglich der weiteren 
Verwendung dieser Vektoren zur Expression von chimfiren Proteinen (slehe auch Belsplef 11) wie zur 
Konstruktion von Vektoren fOr die Expression von solchen chimSren Proteinen mit anderen ImmunglobuGn- 
anteilen. 

Die Art und Welse wie die Zellen transfektiert werden hSngt vom gewShlten Expressions- und 
Vektorsystem ab. Bne Uebersicht Ober diese Methoden findet man z.B. bei Pollard et aJ., "DNA Transfor- 
mation of Mammalian Cells" In 'Methods In Molecular Biology • [Nucleic Acids Vol. 2, 1964. Walker. J.M., 
ed. Humana, Clifton. New Jersey]. Wettere Methoden findet man bei Chen und Okayama ("High-Efficiency 
Transformation of Mammalian Cells by Plasmid DNA', Molecular and Cell Biology 7 , 2745-2752. 1987] und 
bei Feigner [Feigner et aL. "Upofectin: A highly efficient Epid-mediated DNA-transfection procedure". Proa 
# Nat Acad. Sd. USA 84 , 7413-7417, 1987], 

Zur Expression . in Insektenzellen kann das Baculovirus-Expresslons-System. welches schon (Or die 
Expression einer Reihe von Proteinen erfdgreich elngesetzt worden 1st (fOr eine Uebersicht siehe Lucfcow 
and Summers. BiaTechnology 6 . 47-55. 1988). verwendet werden. Rekombinante Proteine kGnnen 
authentisch Oder als f^skroproTelne hergestetlt werden. Die so hergestellten Proteine kGnnen auch 
modffiziert wie beispielsweise glykosyfiert (Smith et ai. Proa Nat Acad. Sd. USA 82 . 8404-8408, 1987) 
sein. Fur die Herstellung efnes rekombinanten BacuJovirus, der das gewOnschte" Protein exprimiert, 
verwendet man einen sogenartnten "Transfervektor". Hierunter verstsht man ein Plasmid^ welches die 
heterbloge DNA-Sequenz urrter der Kontrolle eines starken Promoters, z.B. detn des PotyhecVingens, 
enthdtt wobei diese auf beiden Seften von vtrafen Sequenzen umgeben 1st Besonders bevorzugte Vektoren 
sind die in Belspie! 10 verwendeten Vektoren -pN113\ "pNIW und 'pN124\ Diese k&nnen aus den mit 
ihnen transformlerten E. cofi-Stammen HBl01(pN113). HB101(pN119) und HB101(pN124) nach bekannten 
Methoden IsoDert werden [42]. Diese E. cofi-Stamme wurden am 26. Januar 1990 bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganlsmen und Zeflkufturen GmbH (DSM) in Braunschweig. 3RD, urrter DSM 5782 fOr 
HB101(pN113). DSM 5763 (Or HB101(pN119) und DSM 5765 fOr HB101(pN124) Wntertegt Der Trmnsfervek- 
tor wtrd dann zusammen mit DNA des VVIWtyp-Baculovirus In die Insektenzellen transfektiert Die In den 
Zellen durch horootoge ReJcombmation entstehenden rekombinanten Wen k6rtnen dann nach bekannten 
Methoden Werrtrfiziert und isoSert werden. Bne Uebersicht Qber das Bacutovtrus^Exzxessfortssystam und 
der dabei verwendeten Methoden findet man bei Lucfcow und Summers [52]. 

Exprfmierte TNF-BP wte ihre nidrtftsSchen Oder BsRchen Fragmerrte kdnnen dann nach Im Stand der 
Techntk bekannten Methoden der Proteinchemle, wie beispielsweise den berelts auf Seften 5-6 beschriebe- 
nen Verfahrens aus der Zellmasse Oder den KulturQberstSnden gerelnlgt werden. 

Die erfindungsgemSss erhaftenen TNF-BP kdnnen auch als Ant'gene zur Erzeugung von poly- und 
monoklonalen Antik5rpem nach bekannten Methoden der Technik [44.45] oder gem3ss dem in Beispiel 3 
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beschriebenen Verfahren verwendet werden. Sotche Antiktfrper. insbesondere monoWonale AntikGrper 
gegen die 75 kOTNF-BP-SpezJes. sind ebenfalls Gegenstand der voriiegenden Erftndung. Solche gegen 
die 75 kO TNF-BP gerichtete Antik6rper kfinnen durch dem Fachmann gelSufige Modifikationen des in den 
Beispieien 4-6 im Detail beschriebenen Reinigungsverfahrerts zur IsoGerung von TNF-BP etngesetzt warden. 

s Auf Grund der hoben BindungsaffinitSt erfindungsgemasser TNF-BP fOr TNF (K^Werte in den GrGs- 
senordnungen von 10"* - 1~ 10 M) konnen diese Oder Fragmente davon als Diagnostika zum Nachweis von 
TNF In Serum odor anderen KfirperflOssigkeiten nach frn Stand der Technttc befcanntan Methoden, 
beisptelswetse in Festphasenbindungstests oder in Verbindung mit Anti-TNF-BP-Antikfirpern in sogenannten 
•Sandwich'-Tests. eingesetzt warden. 

to ' im Qbrfgen kOnnen erfindungsgemfisse TNF-BP eJnersefta zur Rrintgung von TNF und anderersefts 
zum Auffinden von TNF-Agonisten sowie TNF-Antagonisten nach 1m Stand der Techntk bekannten Verfah- 
ren verwendet warden. 

Die erfindungsgemfissen TNF-BP sowle deren physiotogisch vertragBche Satze, die nach Im Stand dor 
Technfk bekannten Methoden hergestetft werden kOnnen, kGnnan auch zur Hersteitung von pharrnazeutf- 
16 schan Pr5pa/aten, vor aflem solchen zur Behandtung von KrankheKen, be] deren Varlauf TNF invofviert 1st 
verwendet werden. Dazu kann eine oder mehrere der genanntan Verbindungen. falls wOnschenswert bzw. 
erfordertich in Verbindung mit anderen pharmazeutisch afctiven Substanzen, mit den QbficherweJse verwen- 
deten festen oder flUssigen Tragerrnatertalien in bekannter Welse verarbettet werden. Die Dosierung sofcher 
PrSparate kann unter BerOcksichtigung der Oblichen Kriterien In Analogle zu bereita varwendeten PrSpara* 
20 ten Shnlicher AktivttSt und Struktur erfotgen. 

Nachdem die Erfindung vorstehend atlgemein beschrieben worden ist sollen die fotgenden Beisptele 
Bnzefheiten der Erfindung veranschaulichen. ohne dass diese dadurch in trgendetner Wetse eingeschrSnkt 
wird. 

» > 

Beisplel 1 



30 Nachweis von TNF-bindenden Proteinen 



Die TNF-BP wurden in einem Filtertest mit humanem radio-jodiertem 125 hTNF nachgewtesen. TNF 
(46.47) wurde .mit Na ,zs t (IMS40, Amersham, Amersham, England) und fodo-Gen (#28600, Pierce 
Eurochemie, Oud-Beijertand, Niederlande) nach Fraker und Speck [48] radioaktiv makiert Zum Nachweis 

as jjer TNF-BP wurden isolierte Membranen der Zelten oder fore sofubiBsierten, angeretcherten und gereinig- 
ten Fraktionen auf angefeuchtete Nitrocellulose-Filter (0.45 u, BioRad, Richmond, California, USA) aufgetra- 
gen. Die Filter wurden dann In Pufferldsung mit 1% entfettetem Milchpurver Wockiert und anschltessand mit 
5*10* cpm/ml 125 l-TNFa (0.3-1.0*10* cpm/ug) in zwei AnsStzen mit und ohne Beigabe von 5ug/ml nicht- 
markiertem TNFo inkubiert, gewaschen und luftgetrocknet Die gebundene Ratfoaktfvitiit wurde autoradio- 

40 graphisch semtquantitativ nachgewtesen oder In einem y-Counter gezfihft Die spezrflsche 125 hTNF-a- 
Bindung wurde nach Korrektur (Or unspezifische Bindung in Artwesenheft von unmaridertem TNF-a im 
Ueberschuss ermrttett Die spezHische TNF-Bindung Im Rttertest wurde bet verschledenen TNF-Konzentra- 
tionen'gemessen und nach Scatchard analysiert (33). wobel ein K^-Wert von -10~*-10~ !<, M ermittelt wurde. 

<s 

Beisplel 2 



so Zeliextrakte von HL-60-Zellen 

HL60 Zelten [ATCC-Nr. CCL 240] wurden In experlmenteflern Labormasstab in einem RPMI 1640- 
Madtum [GtBCO-Katafog ty. 074-018001 das noch 2 g/1 NaHCO» und 5% fOtaJea KSberaerum erttrOett. in 
elner 5% C02-Atmospha7e kuttivfert und anschBessand zantrtfugtert 
55 Zum Erzielen hoher Zelldichten in technischem Masstab wurde folgenderrnaasen verfahren. Die 
ZGchtung wurde in einem 75 I Airtrftfermenter (Fa Chemap. Schwelz) mit 58 1 Arbertsvolumen durchgefOhrt 
Hierfur wurde das Kassettenmembransystem "PROSTAK" (Miiiipore, Schweiz) mit emer MembranftSche 
von 0.32 m 2 (1 Kassette) in den ausseren Zirkulatibnsk'reislauf integriert Das Kufturmedium (sfehe Tabelle 
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1) wurde mit einer Watson-Martow Pumpen TYP 603U. mit 5 l/mln. umgepumpt Nadh einer Dampf sterilisa- 
tion der Anlagen wobei das "PROSTAK* System im Autoklaven sepa/at sterilisiert wurde, wurde die _ 
Fermentation mit wachsenden HL-60 Zellen aus elnem 20 I AJrliftfermenter (Chemap) ge starlet Die 
ZetlzOchtung Im Impffermenter erfolgte Im konventionelten Batchverfahren In dem Medium gemass Tabelte 

s 1 und einem Startzelltiter von 2x10 s ZellerVml. Nach 4 Tag en wurde der HL60 Ansatz mit einem Titer von 
4.9x10* ZeHen/ml in den 75 I Fermenter Gberfuhrt Der pH-Wert wurde be) 7,1 und der pOi Wert bei 25% 
S5ttigung gehalten. wobei der Sauerstoffeintrag durch elne mikropoo5se Frttte erfolgte. Nach anfSngBcher 
Batchfermentation wurde am 2. Tag die Perfusion bet einem Zetttiter von 4x10* Zetlen/ml mit 30 I 
Mediumsaustausch Pro Tag gestartet Auf der Rttratsefte der Membran wurde das kondrUonJerte Medium 

to abgezogen und durch den Zutauf von frischem Medium ersetzt Das Zutaufmedium wurde wte fotgt 
verst^rkt Primatone von 0,25% auf 0.35%. Gtutamin von 5 mM auf 6 mM und Glucose von 4 g/1 auf 6 g/L 
Die Perfusionsrate wurde dann am 3. und 4. Tag auf 72 J Medium/Tag und am 5. Tag auf 100 I Medium/Tag 
erh&ht Nach 120 Stunden der kontinuieriichen ZOchtung wurde die Fermentation beendet Unter den 
gegebenen Fermentationsbedingungen erfolgte exponentielles Zolhvachstum bis 40x10* ZeflanAnL Die 

75 VerdoppJungszeft der Zellpopulation betrug bis 10x10* Zelten/ml 20-22 Stunden und stieg dann mit 
zunehmender ZelWlchte auf 30-36 Stunden an. Der Antefl der lebenden Zellen lag wfihrend der gesamten 
Fermentationszert bei 90-95%. Der HL-60 Ansatz wurde dann Im Fermenter auf ca. 12* C heruntergekQhlt 
und die Zellen durch Zentrifugation (Beckman-Zentrifuge [Moden J-6B, Rotor JSJ. 3000 rpm. 10 min.. 4*C) 
geemtet. 

20 

Tabelle 1 



Konzentrationen 

mq/l 

112,644 
20 

0.498»10~ 3 
0,02 
0,1668 
336.72 
0,0309 
11.444 



HL-60 Medium 

2$ V 

Komponenten 



CaCl 2 (vrassecf rei ) 

oo Ca(N0 3 ) 2 »4H 2 0 

CUS0 4 ^5H 2 0 

Fe(N0 3 ) 3 *9H 2 0 

* FeSO »7H O 
.4 2 

KC1 
KN0 3 

MgCl (vassecf rei) 



! 

45 



SO 



55 



8 



EP 0 417 563 A2 



MgS0 4 (vasserfrei) 
NaCl 

Na 2 HP0 4 (vasserfrei) 

NaH PO •H^O 
2 4 2 

Na 2 Se0 3 »5H 2 O 

ZnSO •7H.0 
4 2 

D-Glucoce 
Glutathion (red.) 
Hopes-Puffer 
Hypoxanthin 
Llnolsdure 
LiponsSure 
Pheholrot 
Putrescin 2HC1 
y Na-Pyruvat 
Thyroidin 
Biotin 

D-Ca-Pantothenat 

Cholinchlorid 

Folsolure 

i-Ino6itol 

Niacinamid 

Nicotinamid 

para-AainobenzoesSure 

Pyridoxal HC1 

Pyridoxin HC1 

RibofUvin 

Thiamin HC1 

Vitamin B 12 

L-Alanln 

L-Asparaginsaure 
L-Aspacagia H 2 0 
L-Argiain 
L-Arginin HC1 
L-Aspartac 



68,37 
5801.8 
188,408 
75 

9.6»10* 3 
0.1726 

4000 

0.2 
2383.2 

0,954 

0.0168 

0,042 
10,24 

0.0322 
88 

0,146 

0,04666 

2,546 

5,792 

2,86 
11,32 

2.6 

0,0074 
0.2 

2,4124 
0.2 

0,2876 

2,668 

0,2782 

11.78 
10 

14,362 
40 
92,6 
33.32 
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10 



15 



20 



25 



JO 



L-Cystin 2HC1 
L-Cy6tein HC1«H 2 0 
L-Glutarainsiure 
L-Glutamia 
L-Glycin 
L-Histidin 
L-Hietidin HC1»H 2 0 
L-Hydroxypyrolin 
L-Isoleucin 
L-Leucin 
L-Lysin HC1 
L-Methionin 
L-Phenylalanin 
L-Prolin 
V L-Ser.in 
L-Threonin 
^-Tryptophan 
L-Tyrosin*2Na 
L-Valin 



62.04 

7,024 
36,94 
730 
21.5 
3 

27,392 
4 

73,788 
75,62 
102.9 
21,896 
43,592 
26.9 
31,3 
53 

11.008 

69.76 

62,74 



40 



Penicillin/Streptomycin 

Insulin (human) 

Tranferrin (human) 

Hinder serumalbumin 

Primatone RL (Sheffield Products. 

Norwich NY, USA) 

Pluronic F68 

(Serva. Heidelberg. BED) 
FOtales KSlber6erum 



100 U/ml 
5 v^q/ml 
15 vg/ml 
67 ug/ml 

0.25* 

0,01% 
0,3-3t 



Das Zontrifugat wurde mh isotonem Phosphatpuffer (PBS; 0,2 g/l KCt. 02 g/1 KH 2 POi t 6.0 Qft Nad, 2,16 
so gl Na^HPO* * 7H 2 0). der mit 5% Oimethytformamld, 10 mM Beazamidin. 100 E/ml Aprotinln, 10 UM 
teupeptin. 1 uM Pepstatin, 1 mM o-Phenanthnotin, 5 mM Jodacetamtd, 1 mM Phenytn^mytoulfonytfluorid 
versetzt war (im folgenden als PBS-M bezeichnet), gewascheru Die gewaschenen ZeDen wurden bei etner 
.Dichte von 2,5 MO" Zelten/Ynl In PBS-M mft Triton X-100 (Ertkonzeritralfon 1.0%) extrahlert Der ZeUextrakt 
wurde durch Zerrtrifugatfon gekifirt (15*000 x g. 1 Stunde; IOO'ooO x g, 1 Stunde). 

55 



Beisplet 3 
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Hersteltung von monokionaJen *(TNF-BP)-Antik6*rpem 

Bn gemSss Belspiel 2 erhaltener ZentofugationsOberstand aus Kufo'vierung von Ht60-Zetten im 
experimentelten tabormasstab wurde im VerhaMtnls 1:10 mlt PBS verdOnnt Der verdQnnte Ueberstand 

6 wurde bei 4*C auf elne SSule aufgetragen (Russrate: 02 ml/mln.), die 2 ml Affige! 10 enthielt (Bio Had 
Katalog Nr. 153-6099). an das 20 mg rekombinantes humanes TNF-o [Pennica, O. et al. (1984) Nature 312 , 
724; Shirai. T. et at. (1985) Nature 313 . 803; Wang, A.M. et aJ. (1985) Science 228 . 149] gomflss den 
Empfehlurigen des Herstellers gefcoppelt worden war. Die S&uto wurde bei 4*C und einer Durchflussrate 
von 1 mVmln zuerst mK 20 ml PBS, das 0,1% Triton X 114 enthielt und danach mit 20 ml PBS gewaschen, 

io So angereichertes TNF-BP wurde bei 22* C und einer Russrate von 2 mltnfn mlt 4 ml 100 mM Grycin, pH 
2.8. 0,1% Decylmaftosid eluiert Das EJuat wurde In einer Centricon 30 Bnhett (AmiconJ auf 10 ul 
konzentrfert 

10 ul dieses Eluates wurden mK 20 ul voftst&ndigem Freundschen Adjuvans zu einer Emulsion 
gemlscht Je 10 ul der Emulsion wurden gemfiss dem von HoJmdahl, R. et al. ((1985). J. Immunol. Methods 
rs 83 379] beschriebenen Verfahren an den Tagen 0. 7 und 12 In eine hlntere Fusspfote einer narkotislerten 
Bafb/c-Maus Injiziert 

Am Tag 14 wurde die immunisierte Maus getStet der popRteale Lymphknoten herausgenommen, 
zerkleinert und In Iscove's Medium (IMEM, GIBCO Katalog Nr. 074-2200), das 2 g/1 NaHCOj enthielt. durch 
wlederholtes Pipettferen suspendtert GemSss etaem modffizlerten Verfahren von De StGroth und Schei- 

20 degger (J. Immunol. Methods (1980), 35 . 1] wurden 5x10 r Zellen des Lymphknotens mit 5x10* PAt-Maus- 
Myelomazellen (J.W. Stocker et ah. Research Disclosure, 217, Mai 1982. 155-157), die sich In togarfthml- 
schem Wachstum befanden, fusioniert. Die Zellen wurden gemlscht. durch Zentrifugatlon gesammelt und 
durch leichtes SchOtteln In 2 ml 50% (v/v) Polyethylengrycol in IMEM bei Raumtemperatur resuspendiert 
und durch langsame Zugabe yon 10 ml IMEM wShrend 10 Minuten vorsichtigen SchGttetns verdOnnt Die 

25 Zellen wiirden durch. Zentrifugation gesammelt und in 200 ml vollstSndigem Medium (IMEM ♦ 20% ffitales 
Katoerserum. Giutamin (2,0 mM), 2-Mercaptoethanol (100 uM), 100 uM Hypoxanthine, 0,4 uM Amioopteri- 
ne und 16 uM Thymidine (HAT)] resuspendiert Die Suspension wurde auf 10 Gowebekurturschalen, die 
jeweils 96 Vertiefungen enthielten, verteilt und ohne Wechsel des Mediums bei 37* C in einer Atmosphere 
von 5% C0 2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 98% 11 Tage lang inkubiert 

30 Die Antikorper zeichnen sich aus durch ihre inhibierende Wirkung auf die TNF-Bindung an HL60-Zellen 
oder durch Ihre Bindung an Antigen im Firtertest gemfiss Beispiel 1. Zum Nachweis der biologtschen 
AktivitSt von anti(TNF-BP)-AntikSrpem wurde folgendermassen verfahren: 5x10* HL60 oder U937-Zellen 
wurden in votlstSndigem RPMI 1640 Medium zusammen mit affin'rtStsgereirogten monoklonalen anti-(TNF- 
BP)-Antik6rpem oder Kontrollantikorpem (dii. sotehen, die nicht gegen TNF-BP gerichtet sind) in einem 

15 JConzentrationsbereich von 1 ng/mt bis 10 ug/ml Inkubiert Nach etner Stunde Inkubation bei 37* C wurden 
die Zellen durch Zentrifugation gesammelt und mit 4,5 ml PBS bei 0*C gewaschen. Sie wurden in 1 ml 
voftstandigem RPMI 1640 Medium (Beispiel 2), das zus&tzlich 0.1% Natriumazid und ,2S l-TNFa (10* 
cpm/ml) mit oder ohne Beigabe von vmmartdertern TNFa (s.0.) enthtett resuspendiert Die spezifische 
Radioaktivitat des 125 UN Fa betrug 700 Ctfmmot Die Zeflen wurden 2 Stunden bei 4* C. Inkubiert, 

40 gesammelt und 4 maJ mlt 4.5 ml PBS. das 1% BSA und 0.001% Triton X 100 (Fluka) enthielt bei 0*C 
gewaschen. Die an die Zellen gebundene Radio aktlvttat wurde In eirfem r-Sdrttiltadons-zShler gemessen. In 
einem vergteichbaren Experiment wurde die zellgebundene RadioaktrvitSt von Zellen, die nicht mh antt- 
(TNF-BP)-Antik6rperrt behandett worden waren, bestimmt (ungef&hr 10 000 cpm/SxIO* Zellen). 

4S 

Belsptel 4 



so Affinitatschromstographie 

FQr die weitere Reirogung wurden Jewells ein gemfiss Beispiel 3 erhaJtener monoktooater antK55 kD 
TNF-BP)- AntikCrpec (23 mgAnl Gel), TNFa (3.0 mg/ml Gel) und Rirriersefumatoumln (BSA, 6.5 mg/ml Gel) 
gemfiss den Vorschriften des Herstellers kovaJent an CNBr-aktMerte Sepharose 46 (Pharmacia, Uppsala, 
55 Schweden} gekoppelt Der gemSss Beispiel 2 erhattene Zellextrakt wurde Ober die so hergestefften und In 
der folgenden Reihenfotge hintereir^ndergeschatteten Sfiulen geleltet BSA-Sepharose-Vors5ule, Immunafft- 
nitStssaule (Anti-(55 kD-TNF-BP)-Antik5rper], TNFa-Ugand-Affinitatssaule. Nach vollstSndigem Auftrag wur- 
den die beiden letztgenannten Sauten abgetrennt und einzeln fOr slch mlt je 100 ml der folgenden 
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Pufferlosungen gewaschen: (1) PBS. 1.0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 Bml Aprotinin; (2) PBS. 
0.1% Triton X-100. 0.5M NaCI. 10 mM ATP. 10 mM Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin; und (3) PBS, 0.1% 
Triton X-100. 10 mM Benzamidin. 100 E'ml Aprotinin. Sowohl die Immun- als auch die TNFa-Ugand- 
ArfimtatssSule wurden dann mil 100 mM Glycin pH 2.5. 100 mM NaCI. 0,2% Decytrnaltoslde. 10 mM 

s Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin jede (Or sich eluiert Die Im HltBrtest gemSss BeJspteJ 1 aktiven Fraktfonen 
jeder Saule wurden danach jeweifs vereint und mit 1 M Tris pH 8,0 neutraBsiert 

Die so vereinten TNF-BP-aktiven Fraktionen der ImrfHin-Affinh^tschromatographie einerseits und der 
TNFcr-UgarK^Affirotfitschrornatographie anderersects wurden zur werteren Reinigung nochmais auf jo eine 
kieine TNFa-Ugand-AffmrtStssSule aufgetragen. Danach wurden olese beiden SSulen mrt }e 40 ml von (1) 

io PBS, 1,0% Triton X-100. 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin. (2) PBS, 0.1% Triton X-100, 0.5M Nad, 
10 mM ATP. 10mm Benzamidin, 100 E/Tnl Aprotinin, (3) PBS. 0,1% Triton X-100. (4) 50 mM Tris PH 7.5, 
150 mM NaCt. 1.0% NP-40. 1.0% DesoxychoUt 0.1% SDS. (5) PBS, 0.2% Decyimaltosid gewaschen. 
Anschfiessend wurden die S3 u ten mit 100 mM Grycin pH 2.5, 100 mM NaCI, 0,2% Decyimaltosid eluiert 
Fraktionen von 0.5 ml von Jeder SSuIe wurden fOr sich gesammett und die gemfiss Rttertest (Belspiel 1) 

15 aktiven Fraktionen von jeder SSule Jeweils fOr sich vereint und In elner Centricon-enhelt (Amlcon, 
Motekulargewichts-Ausschhiss 10*000) aufkonzentriert 

Beispiel 5 

20 



Auftrennung mittets HPLC 

25 Die gemSss Beispiel 4 erhaltenen aktiven Fraktionen wurden gemSss Ihrer unterschiedlichen Herkurrfl 
(Immun- bzw. Ugand-AffinitStschromatographie) jeweils fur sich auf C1/C8 Umkehrphasen-HPLC-SSuIen 
(ProRPC. Pharmacia, 5x20 mm), die mit 0,1% TrifluoressigsSure, 0.1% Octylglucosid equilibriert worden 
waren. aufgetragen. Die SSulen wurden dann mit einem linearen Acetonltril-Gradienten (0-80%) Im gteichen 
Puffer bei einem Russ von 0.5 ml/min eluiert. Fraktionen von 1,0 ml wurden von jeder Saule gesammelt 

so und die aktiven Fraktionen von jeder SSule fur sich vereint (Nachwels gemSss Beispiel 1). 



Beispiel 6 

35 

Auftrennung mittets SDS-PAGE 

Die gemSss Beispiel 5 erhaltenen und gemSss Rttertest (Beispiel 1) aktiven Fraktionen wurden durch 
40 SDS-PAGE gemSss [34] welter aufgetrennt Dazu wurden die Pro ben In SDS-Probenpffer wShrend 3 
Minuten auf 85* C erhitzt und anschfiessend auf einem 12% Acrylamid-Trenngel mit einem 5%lgen 
Sammelgel elektrophoretisch aufgetrennt Als Referenz zur Bestimmung der scheinbaren Molekulargewichte 
auf dem SDS-PAGE Gel wurden cle folgenden Bchproteine verwendet Phosphorytase B (97,4 kD), BSA 
(66,2 kD), Ovalbumin (42,7 kD). Carboanhydrase (31,0 kO), Soya TrypsirHriWbrtor (21.5 kD) und Lysozym 
45 (14.4 kD). 

Unter den genannten Bedlngungen wurden fOr Proben. die gemSss Beispiel 4 durch TNFnHJgandenaf- 
finitStschrorriatographie von ImmunaffinltStschrorrtatograpWeeluaten erhatten und durch HPLC gemSss Bei- 
spiel 5 welter aufgetrennt worden waren. zwei Banden von 55 kD und 51 kD sowie drei schwSchere Banden 
von 38 kD, 36 kD und 34 kD erhaften. Dtese Banden wurden In einem Mini Trans Blot System (BioRad. 

so Richmond. California. USA) elektrophoretisch wShrend 1 Stunde bei 100 V In 25 mM Trie, 182 mM Glycin, 
20% Methanol auf erne PVDF-Membran (Immobiton, Mifflpore. Bedford. Mass. USA* transferlert Danach 
wurde die PVDF-Membran entweder mit 0,15% Serva-Blau (Serva, Heidelberg. BRD) In 
- MethanoL/Wasser/Bsessig (50740/10 Votumentefle) auf Protein gefSrbt Oder mrt e ntfette tem Milchputver 
btockiert und anschliessend zum Nachweis von Banden mit TNF-BP-Aktfvltfit mrt ,25 MTNFa gemSss den In 

65 Beispiel .1 beschriebenen Rltertestbedingungen inkubiert Dabei zslgte sich, dass arte in der ProtelnfSrbung 
zur Darstetlung gelangten Banden spezifisch TNFa banden. Alle diese Banden banden Im Western Blot 
nach Towbin et al. [38] auch den gemSss Beispiel 3 hergesteltten monokfonalen Artti-55kD-TNF-BP- 
Antikorper. Dabei wurde ein gemSss dem In Beispiel 1 beschriebenen Verfahren mrt Na 125 I radioaktfv 
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marWerter. affinitStsgereinigter (Mausirnmunolobulir>-Sophar<»©-4B-Affinttfitss5ule) # Kanincten-anti-Maus- 
lmmunoglobunn-Antikerper zum auloradiographischen Nachweis dieses AntlkCrpers eingesetzt 

Proben. die gemass Beisplel 4 durch zweimafige TNF^UgandenaNinitfltschromatograpWe des Durch- 
laufs der ImmunatfinrtStschromatographie erhaiten und durch HPLC gemass Beispiel 5 we iter aufgetrennt 

. 5 worden waxen, zeigten unter den oben spezlflzierten SDS-PAGE- und Btottransfor-Bedingungen zwei 
zusa'tzJiche Banden von 75 kO und 65 kD. die beide im Rltertest (Beispiel 1} spezifisch TNF banden. Im 
Western Blot gemass Towbin et a). (s.o.) reagierlen cfie ProteJne dieser betoen Banden rOcht mit dem 
gemSss Beispiel 3 hergestelften anti-(55 kD TNF-BP)-AntiWrper. Sie reagierten allerdings mit einem 
monoktonalen AntiWrper, der ausgehend von der 75 kO-Bande (anti-75 kD TNF-BP-Antiko*rper) gem5ss 

10 Beispiel 3 erzeugt worden war. 

Beispiel 7 

i$ 

AminosSufesequenzanalyse 

Zur AminosSuresequenzanalyse wurden die gemSss Beispiel 5 erhaftenen und gemSss Fittertest 

20 (Beispiel 1) aktiven Fraktionen mrttels der in Beispiel 6 beschriebenen, nun jedoch reduzjerenden,** SDS- 
PAGE Bedingungen (SDS-Probenpuffer mlt 125 mM DfthlothrertoQ aufgetrennt Es wurden die gleichen 
Banden wie gemSss Beispiel 6 gefunden. die allerdings auf Grund der reduzierenden Bedingungen der 
SDS-PAGE im Vergleich zu Beispiel 6 alle urn etwa 1-2 kO hOhere Motekulargewlchte zeigten. Diese 
Banden wurden dann gemSss Beispiel 6 auf PVDF-Membranen Obertragen und mlt* 0,1 5% 35 Serva-Blau in 

25 Methanol/Wasser/Bsessig (50/40/10 Votumenteile) wShrend 1 Minute gefSrbt, mit Methanol/Wasser/Bsessig 
(45/48/7 Volurnenteile) entfarbt. mit Wasser gespQK, luftgetrocknet und danach ausgeschnrtten. Bei samtli- 
Chen Schritten* wurden zur Vermeidung von N-terminaler Btockiervng die von Hunkaplller (34] angegebenen 
Bedingungen eingehalten. ZunSchst wurden die gerelnigten TNF-BP unverindert zur AminosSuresequen- 
zierung eingesetzt Um zusStzIiche Sequenzinformation zu erhaiten, wurden die TNF-BP nach Reduktion 

30 und S-Carboxymethylierung [Jones, B.N. (1986) in "Methods of Protein Miaocharacterlsation". J.E. Shively. 
ed.. Humana Press, CRfton NJ. 124-125] mit Bromcyan (Tarr. G.E. in "Methods of Protein Microcharacteri- 
sation", 165-166, op.cit ). Trypsin und/oder Proteinase K gespaJten und die Peptide mlttels HPLC nach 
bekannten Methoden der Proteinchemie aufgetrennt So vorbereitete Proben wurden dann In einem 
automatisierten Gasprtasen-Mikrosequenzier-GerSt (Applied Biosystems Modell 470A, ABU Foster City, 

35 falif., USA) mit einem on-line nachgeschalteten automatisierten HPLC PTH-AminosSureanaiysator (Appfied 
Biosystems Modeil 120, ABI s.o.) sequenziert wobei die fofgenden AminosSuresequenzen bestimmt 
wurden: 

1 H FUr die 55 kO-Bande (gemSss nichtreduzierender SOS-PAGE): 
l^u-Val-Pro-His-Leu^ly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Vai-Cys 
40 Asn-Ser-lle, 
und 

Ser-Thr-Pro-Gtu-Lys-Gtu-Gly^lu-Leu^ 

wobei X f Or einen AminosSurerest stent, der nicht bestimmt werden kormte. 
2^ FUr die 51 kD und die 38 kf> Banden (gemSss nichtreduzierender SOS-PAGE): 
4$ Uu-VahPro-HIs-Uu-Gly-AsP-Arg-Glu 

3., FDr die 65 kD-Bande (gemSss nichtreduzierender SOS-PAGE): Bei der N-terminaJen Sequenzterung 
der 65 kO Bande wurden bis zum 15. Rest ohne Unterbrechung zwel parallel Sequenzen ermrtteft Da 
eine der beiden Sequenzen einer Teilsequenz des Ubiqutons [36,37] entsprach. wurde fUr die 65 kf> 
Bande die fotgende Sequenz abgeleitet 
so Uu-Pro-Ala^to-VaJ-Ala-Phe-X-Pro^ 

wobei X fOr einen Amtnosfiurerest steht der nicht bestimmt werden kortnte. 
Weitere Peptidsequenzen fOr 75(65)kOa-TNF-BP wurden bestimmt 
Ue-X-Prc^fy-Phe-Cly-VahAIa-Tyr-Pro-Ala-Lmj-GKi 
und 

66 Ser-GlrvLeu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-L 
und 

Val-Phe-Cys-Thr 
und 
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und 

Leu-Cys-AIa-Pro 
und 

6 Val-Prc^s-leu-Pro-Ala-Asp 
und 

Gfy-Ser^IrhGly-Pro^lu^lrHGIn-X-X-Lou-lle-X-AJa^ 

wobei X fOr einen AminosSurerest tteht der nicht bestimmt wordeo konnte. 



15 Bestimmung von Basen-Sequenzen von tomptemenulrer DNA (cONA) 



Ausgehend von der AminosSuresequenz gemSss Formel IA wurden unter BerOckslchtigung des 
genettechen Codes zu den AmlnosSureresten 2-7 und 17-23 entsprechende. vottstSndig degenerierte 
Oligonucleotide In geeigneter KomplementaritSt synthetisiert ('sense' and 'anti sense" Oligonucleotide). 

20 Totafe zellulSre RNA wurde aus HL60-Zellen isoliert [42. 431 und der erste cONA-Strang durch Oligo-oT- 
Priming Oder durch Priming mit dem "antisense" ORgonucteotid mtttels elnes cDNA-Synthese-Kits (RPN 
1256. Amersham. Amersham. England) gemSss der Anleitung des Herstellers synthetisiert Dleser cDNA- 
Strang und die beiden synthetisierten degenerierten "sense" und "anti-sense* Oligonucleotide wurden in 
einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR. Perkfn Elmer Cetus. Norwalk. CT, USA gemSss Anleitung des 

25 Hersteitdrs) dazu verwendet, die fur die AminosSure-Reste 8-16 (Formel IA) codierende Basesequenz als 
cDNA-Fragment zu synthetisieren. Die Basensequenz dieses cDNA-Fragmeotes lautet 5- 
AGGGAGAAGAGAGATAGTGTGTGTCCC-3. Dieses cDNA-Fragment wurde als Probe verwendet um nach 
bekannten Verfahren einen fUr das 55 kD TNF-BP codierenden cONA-Klon in einer Xgt11-cDNA-Genbank 
von menschlicher Placenta zu IdentifUieren (42.43). Dieser Won wurde dann nach ObRchen Methoden aus 

30 dem X-Vektor geschnitten und in die Plasmide pUC18 (Pharmacia, Uppsala. Sweden) und pUC19 
(Pharmacia. Uppsala, Sweden) und in die M13mp18/M13mp19 Bacteriophagen (Pharmacia. Uppsala, 
Sweden) kloniert (42,43). Die NuWeotidsequenz dieses cDNA-Wons wurde mit einem Sequenase-Kit (U.S. 
Biochemical. Cleveland. Ohio. USA) nach den Angaben des Herstellers bestimmt Die NuWeotidsequenz 
und diedaraus abgeteitete AmmosSuresequenz fUr das 55 kD TNF-BP und dessen Signalpeptid 

35 (AminosSure "-28" bis AminosSure "0") 1st in Ftgur 1 mttteis der im Stand der Technik QbOchen 
* AbkDrzungen fur Basen wis Aminosauren dargestellt. Aus Sequenzvergleichen mit anderen, bereits bekann- 
ten Rezeptorproteinsequenzen lassen stch ungefShr 180 Aminosauren enthaltende N-termfnale wie 220 
Aminosaure enthaltende C-terminate Domanen, die von einer nach den Sequenzvergleichen typischen 
Transmembran-Region von 19 Aminosauren (in Figur 1 unterstrichen) gelrennt werden. bestimmen. Hypo- 

40 thetische Glykosytierungsstellen sind In Rgur 1 durch Sterne Ober der errtsprechenden AminosSure 
gekennzeichnet 

Im Wesentfichen analoge Techniken wurden dazu elngesetzt 75^65 kD TNF-BP codierende Partielte 
cDNA-Sequenzen zu identffizieren, wobei allerdings In diesem Fafl genomteche humane DNA und von 
Pep6d IIA abgeleiteten voHstandig degenerierte 14-mere und 15-mere "sense" und "antisense" OOgonu- 

<s deotide verwendet wurden. um eine primfire. 26 bp cONA-Probe In einer Pc4yrrtera*e-Kettenreaktton 
herzustellen. Diese cONA-Probe wurde dann dazu verwendete in einer HL-60 cDNA-Blbtothek cONA-KJone 
von verschledener Unge zu Wentifizieren. Diese cDNA-Bibfiothek wurde mtttels IsoGerter HL60 RNA und 
einem cDNA-Klonierungskrt (Amersham) nach den Angaben des Herstellers hergesteltt Die Sequenz eJnes 
sotahen cDNA-Ktons 1st in Rgur 4 dargestellt. wobei nochmafige SequenzJerung zu folgender Kbrrektur 

so fDhrte. An Stefle des Serins In Position 3 muss em Threonin das von "ACC" nicht von TCC" kodiert wird. 
stehen. 

Befspiel 9 

55 



Expression in COS 1-Zellen 
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FOr die Expression in COS-Zellen wurden Vektoren ausgehend von dem Plasmid - pN11 - konstrulert 
Das PlasmkJ "PN11" eothalt den erfizienten Promoter und Enhancer des 'major immediate-early" Gens 
des menschlichen Cytomegalovirus (•HCMV; Boshart et al.. Cell 41^ . 521-530. 1985). Hinter dem Promoter 
befindet sich eine kurze DNA-Sequenz, welche mehrere RestnVtionsschruttstelien enthflit die nur etnmeJ lm 
Plasmid vorkommen fPolylinker-). u.a. die Schnrttstelten (Or WndM, BaJI. BaMHI und PvuU {slehe Se- 
quent). 

PvuII 

5 • -AAGCTTGGCCAGGATCCAGCTGACTGACTGATCGCGAGATC-3 ■ 
3 1 -TTCGAACCGGTCCTAGGTCGACTGACTGACTAGCGCTCTAG-5 1 



Hinter diesen Schnittstellen befinden sfch drei Translations-Stopcodons In alien drei Leserastem. Hinter der 
Polyfinkersequenz befindet sich das 2. Intron und das Polyadenylierungssignal des PrtproinsuGngens der 
Ratte (Lomedico et al.. Cell 18 . 545-558. 1679). Das Plasmid enthait femec den Repfikatkxisursprung des 
SV40 Virus sowie ein Fragment aus pBR322. das E. coli-Bakterien Ampicfflin-Resistenz verteiht und die 
Repnkation des Plasmids in E. coli ermogfichl 

Zur Konstruktion des Expressionsvektors *pN123" wurde dieses Plasmid •pNlf mH der Restriktions- 
©ndonuklease PvuII geschnitten und anschliessend mit alkalischer Phosphatase behandeK. Der dephospho- 
rylierte Vektor wurde danach aus einem Agarosegel isofiert (V1). Die 5 -0berh5ngenden Nukleotide des 
EcoRI-geschnittenen 1 ,3kb-Fragments der 55 kD TNF-BP-cDNA {siehe Beispiel 8) wurden mit Hirfe von 
Klencrw-Enzym aufgefOltt. AnscWiessend wurde dieses Fragment aus einem Agarosegel isoliert (Ft). 
Danach wurden VI und F1 mfttels T4-Ugase mtteinander verbunden. E. coli HB101-Zellen wurden dann mit 
diesem Ugierungsansatz nach bekannten Methoden [42] transformiert Mit Wife von Restriktlonsanalysen 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden [42] wurden Transformanten identifizlert. die mit einem 
Plasmid transformiert worden waren, welches das 1,3kb EcoRI-Fragment der 55 kD TNF-BP-cDNA In der 
fQr die Expression Ober den HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthielt. Dieser Vektor erhielt die 
Bezeichnung "pN123\ 

Zur Konstruktion des Vektors "pK19* wurde folgendermassen verfahren. Ein DNA-Fragment. welches 
nur die tUr den extrazellulSren Teil des 55 kD TNF-8P codierende cDNA enthStt (Aminosauren -28 bis 182 
gemass Figur 1) wurde mittels PCR-Technologie erhalten (SaiW et al-. Science 230 . 1350-1354. 1985, 
siehe auch Beispiel 8). Die folgenden ORgooukleotide wurden. urn die fOr den extrazellulSren Teil des 55 kD 
TNF-BP codierende cDNA aus "pN123* zu ampfifizieren. verwendet 

BAMHI 

5 • -CACAGGGATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCTCCAC- 3 ' 



. ASP718 

3 •-CGTGACTCCTGAGTCCGTGGTCTATTATCTCTAGACCATGGCCC-5 ■ 

i 

Durch diese Oligonukleotide wurden ebenfalls zwei Stopkodons der Translation hinter Aminos3ure 182 
elngefOhrt Das so amptffizierte DNA-Fragment wurde mit BamHI und Asp718 geschnitteoe die hlerbei 
entstandenen Oberstehenden Enden mit Wife des Klenow-Enzyms aufgefQIlt und dieses Fragment an- 
«ch6essend aus einem Agarosegel Isofiert (F2). F2 wurde dann mit VI Bgiert und der gesamte Ansatz zur 
Transformation von E. coG HB101. wie bereits beschriebene verwendet Transformanten. die mit einem 
Plasmid transformiert worden waren. welches das DNA-Fragment m der fOr die Bcpresaton Ober den 
HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthielten. wurden mrttals DNArSequenzienjng (aus.) WentWzJert 
Das daraus Isolierte Plasmid erhielt die Bezetehnung "pK19\ 

- Transfektion der COS-Zellen mit den Ptasmiden -pNl23- Oder "pK19" wurde nach der von Feigner et 
al. veroffentlichten Upofections-Methode (Proa NatL Acad. Sd. USA 84. 7413-7417, 1987) durchoefOhrt 72 
Stunden nach erfolgter Transfektion wurden die mit *pN123* transfizlerten Zelten nach bekannten Metho- 
den mit '"l-TNFa euf Bindung analysiert. Das Resuttat der Scatchard-Anaryse [Scatchard. G.. Ann. N.Y. 
Acad. Scl: 51 . 660. 1949 J der so erhaKenen Bindungsdaten (Flgur 2A) 1st In Rgur 2B dargestellt Die 
totturOberstande der mit "pK19" transfizierten Zellen wurden In einem "Sandwich "-Test untersucht Dazu 
wurden PVC-Microtiterplatten (Dynatech. Arlington, VA. USA) mit 100 ul/Loch eines Kanlnchen-anti-Maus 
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Immunglobulins (10 ug/ml PBS) sensibilisiert. AnschDessend wurde die Platte gewaschen und mil einem 
anti-55 kO TNF-BP-Antik5rper. der gemSss Beispiel 3 durch seine Antigenbindung nachgewiesen und 
tsoliert wurde, der aber die TNF-Bindung an Zellen nicht inhibiert inkubtert (3 Stunden. 20* C). Die Platte" 
wurde dann wieder gewaschen und Uber Nacht beM*C mtt 100 ul/Loch der KulturOberstande (1:4 verdOnnt 
mit 1% entfetteter Milchpufver errthaftendem Puffer A: 50 mM Tris/HCt pH 7.4, 140 mM NaCI, 5 mM EDTA, 
0,02% Na-Azid) inkubiert Die Platte wurde entteert und mit 12S J-TNFo entrtaitendem Puffer A (10* cpm/ml, 
100 UtLoch) mit oder ohrte Zusatz von 2 ug/ml unmarkiertem TNF wfihrend 2 Stunden bei 4* C InkuNert 
Danach wurde rJe Platte 4 mal mit PBS gewaschen, die einzetnen Lector wurden ausgeschnrtten und in 
einem -y-Z&hler gomes sen. Die Resuttate von 5 paralleJen Transfektionen (Sfiulen # 2, 3, 4. 6 und 7), von 
zwei Kontroll-Transfektkxien mit dem pN1 Wektor (Sauten # 1. 5) und von einer Kontrolle mit HLBO-ZeU- 
Lysat (SSute # 8) sJnd in Rgur 3 dargestellt 



Beispie! 10 



Expression in Insektenzellen 

Fur die Expression in einem Bacufovirus-Expressionssystem wurde von dem Ptasmid **pVL941" 
(Luckow und Summers. 1989, "High Level Expression of Nonfused Foreign Genes wflh Autographa 
California Nuclear Poiyhedrosis virus Expression Vectors", Virology 170 . 31-39) ausgegangen und dieses 
folgendermassen modifiziert Es wurde die einzige EcoRl-RestfkUcraschnittstelle In •pVL94r entfemt, 
indem das Plasmid mit EcoRI geschnitten und die Gberstehenden s'-Enden mit Klenow-Enzym aufgefOilt 
wurden A Das hieraus emattene Plasmid pVL941/E- wurde mit Bam HI und Asp718 verdaut und der 
Vektorrumpf anschliessend aus einem Agarosegei isoliert Dieses Fragment wurde mit einem synthetischen 
OGgonuWeotid der fotgenden Sequenz ligiert 

BaraHI EcoRI A6p718 
5' - GATCCAGAATTCATAATAG - 3' 

3' - GTCTTAAGTATTATCCATG - 5' 

E coli HB101 wurde mit dem Ugierungsansatz transformlert und Transform anten, die ein Plasmid 
* enthielten. in welches das OGgonuWeotid korrekt eingebaut worden war, wurden durch Restriktionsanaiyse 
und DNA-Sequenzierung nacti bekannten Methoden (s.o.) identifiziert; dieses Plasmid wurde "PNR704" 
genannt 2ur Konstruktion des Transfervektors "pN113* wurde dieses Plasmid "p^Ctf" mit EcoRI 
geschnitten, mit alkafischer Phosphatase behandett und der so erzeugte Vektorrumpf (V2) anschliessend 
aus einem Agarosegei isoliert Das wie oben mit EcoRI geschnittene 1,3 kb-Fragment der 55 kD TNF-BP- 
cDNA wurde mit Fragment V2 figiert Mit diesem Ugierungsansatz erhaKene Transformanten, die ein 
Plasmid errthielten, welches das cDNArlnsert In der korrekten Onentierung fOr die Expression Ober den 
Porytiedrinpromotor.errthletten. wurden Wentifuiert (s.o.). Der daraus Isolierte Vektor erhielt die Bezefchnung 
"PN113". 

Zur Konstruktion des Transfervektors "pN119" wurde folgendermassen vorgegangen. Das 13 kb 
B»Rl/EcoRi-Fragment der 55 kD TNF-BP cDNA in dem "pUC19*-Plasmld (sJehe Beispiel 8) wurde mit 
Banl verdaut und mrt dem folgenden synthetischen OligonuWeotid Egiert 

BanI Asp718 
5' - GCACCACATAATAGAGATCTGGTACCGGGAA - 3* 
3' - GTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC - 5 1 

Mit dem obigen Adaptor werden zwei Stopcodons der Translation Wnter Aminosflure 182 und eine 
Schnitlstene fOr die RestriktionsendonuWease Asp718 eingebaut Nach erfolgter Ligation wurde der Ansatz 
mit EcoRI und Asp718 verdaut und das partielle 55 kD TNF-BP-Fragment (F3) isoliert Weiterhin wurde das 
ebenfalls mit Asp718 und EcoRI geschnittene Plasmid *pNR704* mit F3 ligiert und der Ugierungsansatz in 
E. oofi HB101 transformiert Die Wentifikation der Transformanten. welche ein Plasmid entWelten, in das die 
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parte Me 55 kD TNF-BP cDNA korrekt fUr die Expres sion integnert worden war. erfolgts wie bererts 
beschrieben. Das aus cfiesen Transform arrten isotterte Plasmid erhiett den Namen "pN1 19". 

Zur Konstruktion des Transfervektors "pNl24" wurde folgendermassefi vorgegangen. Das In Bei spiel 9 
beschriebene. fOr den extrazellulfiren Tell des 55 kD TNF-BP codiereode cON A- Fragment wurde mil den 
angegebenen OHgonukleotiden mlt Hilfe der PCrVTechnologie. wte In Bei spiel 9 beschriebene ampOfizjert 
Dieses Fragment wurde mil Bam HI und Asp718 geschnttten und aus elnem Agarosegel Isofiert (F4). Das 
Plasmid "pNR704" wurde eberrfaJIs mft BamHI und Asp718 geschnitten und der Vektorrumpf (V4) wurde 
isofiert (s.o.). Die Fragmente V4 und F4 wurden Bgiert. E. co8 HB101 damtt transformlert und der 
rekomWnante Transfervektor "pN124" wurde, wie beschrieben, WentffuJert und Isofiert 

Zur Transfektion der insefctenzelten wurde folgendermassen vorgegangen. 3 ug des Transfervektors 
•pNH3" wurden mlt 1 ug DNA des Autographa <»Iifc>rfto^uktear-pdyt>edr^ (AcMNPV) (EP 
127839) in Sf9-Zellen (ATCC CRL 1711) transfektfert Polyhedrfn negative Wen wurden Identiftziert und aus 
"Plaques" gereinigt [52]. Mit diesen rekombinanten Wen wurden wtederum Sf9 Zellen wfe in [52] 
beschriebene infizierL Nach 3 Tagen in Kultur wurden die Inffcierten Zellen auf Bindung von TNF mhtels 
125 KTNFa untersucht Dazu wurden die transfektterten Zellen mlt eJner Pasteurpipette von der ZeJlkuftur- 
schale abgewaschen und bei einer ZelkJichte von 5x10* Zetlen/ml KuRurrneolurn {52], das 10 ng/ml 125 J- 
TNF-a enthieft, sowohl In Anwesenneit wie Abwesenhelt von 5 ug/ml nichtmarkjertem TNF-a resuspendlert 
und 2 Stun den auf Eis inkubiert Danach wurden die Zellen mit reinem Kulturmedium gewaschen und die 
zellgebundene RadloaktrvitSt in einem -rZahler gezShlt (siehe Tabelle 2). 



Tabelle 2 


Zellen 


Zellgebundene 




Radioaktiviult pro 10* 




Zellen 


nichtintizierte Zellen (Kontrolle) 


60 com 


infizierte Zellen 


1600 t 330 cpm ,} 



Mittelwert und Standardabweichung aus 4 Experimenten 



as 



Beisplel 11 



40 



Analog zu dem in Beispiel 9 beschriebenen Verfahren wurde das tor den extrazellulSren Bereich des 55 
kDa TNF-BP codierende cDNA-Fragment nun jedoch mlt den folgenden OOgonukleotlden als Primer, in 
einer Polymer asen-Kettenreaktion ampliflziert: 



OligonuKleotid 1: 



Sst I 



S'-TAC GAG CTC GGC CAT AGO TGT CTG GCA TG-3 



Oligonukleotid 2: 



Sst I 



65 



5»-ATA GAG CTC TGT GGT GCC TGA GTC CTC AG-3 ( 



Dieses cDNA-Fragment wurde in deh pCD4-H-r3-Vektor [DSM 5523; Europaische PatentanmeWung Nr. 
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90107393.2; Japanische PatentanmekJung Nr. 108967/90; US Patent Application SeT.No. 510773/90] Rgiert 
a us dem die C04-cONA Ober die Sst Westrflctions-Scnnittstellen herausgeoornmen worden war. Sstf- 
Schnittstellen befinden sich in dem Vektor DCD4-H73 sowohl vor wie in dem CD4-Teilsequenzst0ck wie 
dahinter. Das Konstrukt wurde mittels Protoplastenfusion nach Oi et at (Procd. Natl. Acad. Sci. USA 80 . 
825-629. 1983) in J558-Myetornze(ten (ATCC Nr. TIB6) transfizJert Trartsfektanton wurdan durch Zugabe 
von 5 ug/ml Mycophenolsaure und 250 ug/ml Xanthln (Traunecker et aL Eur. J. ImmunoL 16 , 851-854 
[1986D in das Gnmdmedium (Dutbecco's roodfflziertes Eagle's Medium, 10% fdtales Kafoerserum, 5 x 
lO^M 2-Mercaptoethanoi) seleWoruert Das von den transfizJerten Zetfon aekretierte Expressionsprodukt 
konnte mittels Obncher Methoden der Proteinchemie. *.B. TNF^P-AntDcCrper-Affir»h3tschrorr^ 
gereinigt werden. Fails nlcht bereits spezffiscn angegeben, wurden zur KuttMerung der verwendeten 
ZeHIinien. zum KJonteron, Selektfonieren bzw. zur Expansion der Wonlerten Zellen Standardverfahren, wie 
2.B. von Freshney. RJ. In •Culture of Animal Cells'. Alan R. Uss, Inc, New York (1983) beschrieben, 
verwendet 
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Anspruche 

40 

1. Nichtiostiche Proteine und ttsOche Oder nichtidsfiche Fragmente davon. die TNF blnden, In homogener 
Form, sowie deren physfotogisch vertr5gfiche Salze. 

2. Verbindungen gemSss Anspruch 1. die durch Molekulargewichte gemSss SOS-PAGE unter nichtreduzie- 
renderi Bedingungen von etwa 55 kO und 75 kO charakterisiert rind 

45 3. Verbindungen gemass einem der AnsprOche 1 und 2, die wertgstens eine der folgenden Aminos8urese- 
quenzen enthalten: 

Uu-Val-Pro4«s^-eii^!y-Asp-Arg^lu^^ 
Ser-tte; 

Ser-Thr-^-Glu^ys-Glu^ly^U^L^^ 
so Leu-Pro-Ala^tnAtel-Ala-PheO^ 

lle-X-Pro^ry-Phe^ly-Val-AIa-Tyr^ro-Ala4^Glu: 

Ser^lrbLeu-Glu-Thr-Pro^!u-T>^^ 

Vai-Phe-Cys-Thr; 

Asn^ln-ProK3ln-AIa-Pro^ly-VahGlu-Ala-Ser-Gly^a^ly^iu-Ala; 
55 Leu-Cys-AIa-Pro; 

VahPro-His-Leu-Pro-Ala-Asp; 
Gly-Ser-Glh-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro 
wobel X fur einen nicht bestimmten AminosSurerest steht 



19 



EP 0 417 563 A2 



4. DNA-Sequenzen, die fOr nlchtiesfiche Protein* odor Wslicho wie ntchtfdsliche Fragments davon. die TNF 
binden, kodieren, wobei solche DNA-Sequenzen aus den folgenden ausw5hlbar sind: 

(a) DNA-Sequenzen. wie sie In Rgur 1 Oder Figur 4 dargestellt sind. wie deren komplementS ren Strlnge. 
Oder solche. die diese Sequenzen umfassen; 
5 (b) DNA-Sequenzen, die mH wie unter (a) definierten Sequenzen Oder Fragmenten davon hybrkfisferen; 
(c) DNA-Sequenzen. die auf Grund der Entartung des genebschen Codes nicht mit Sequenzen, wie unter 
(a) und <b) definlerte hybridisieren. aber die fDr Polypeptide mft genau gteJcher Amlnosfiuresequenz 
kodterert 

5. DNA-Sequenzen gemSss Anspnjch 4. die elne Kornbination aus zwei Teil-ONA-Sequenzen umfassen, 
to wobei die elne Teilsequenz fOr Wsfiche Fragmente von nJchtftsflcnen Proteinen, die TNF binden kodiert 

und die andere Teii-Sequenz, fOr alle DomJnen ausser der ersten Domfine der konstanten Region der 
echweren Kette von humanen ImmunglobuRnen, wie IgG, IgA, IgM bzw. IgE, kodiert 

6. DNA-Sequenzen gema*ss Anspruch 5, wobei besagte humane Immungtobuflne IgM bzw. solche der 
Masse IgQ sind. 

*s 7. DNA-Sequenzen gemSss Anspruch 6. wobei besagte humane tmmunglobuflne solche vom Typ Igl bzw. 
Ig3 sirxl 

a Von DNA-Sequenzen gemSss elnem der AnsprOche 4-7 kodierte rekombinante Proteine. wie allelische 
Vartarrten. oder Deletions-, Substitutions- oder Additionsanaioge davon. 

9. Vektoren, die DNA-Sequenzen gemSss einem der AnsprOche 4-7 enthaJten und zur Expression der von 
to diesen DNA-Sequenzen kodierten Proteinen in prokaryolischen- wie eukaryollschen Wirtssystemen geelg- 
net sind. 

to. Prokaryotiscne- wie eukaryotische Wirtssystemen die mH einem Vektor gemSss Anspruch 9 transfor- 
miert worden sind. 

11. Wirtssysteme gemSss Anspruch 10. wobei diese SSuger- oder tnsektenzellen sind. 
as 12. Gege>i eine Vecbindung gemSss einem der AnsprtJche 1-3 oder 8 gedchtete ArffikGrper. 

13. Bn Verfahren zur Isoiierung einer Verbindung gemSss einem der AnsprOche 1-3. dadurch gekennzeich- 
net dass man im wesentiichen die folgenden Reinigungsschritte nacheinander ausfQhrt Hersteliung eines 
Zellextraktes. ImmunaffinrtStschrorriatographie und/oder ein- oder mehrfache UgandenaffinitStschromatogra- 
phie. HPLC und praparative SDS-PAGE und fails gewOnschte die so isonerten Verbindungen chemisch oder 

so enzymatisch spaJtet und/oder in geeignete Salze Oberfuhrt 

14. Bn Verfahren zur Hersteliung einer Verbindung gemSss Anspruch 8. das dadurch gekennzeichnet 1st 
dass man ein wie in Anspruch 10 Oder 11 beanspruchtes transformlertes Wirtssystem in einem geefgneten 
Medium kultiviert und aus dem Wirtssystem seibst oder dem Medium solche Verbindungen isoliert 

15. Pharmazeutische Praparate. dadurch gekennzeichnet. dass sie eine oder mehrere Verbindung(en) 
35 ^gemSss einem der AnsprOche 1-3 oder a gewOnschtenfalis in Kornbination mH weHeren pharmazeutisch 

wirksamen Subtanzen und/oder nlcht-toxischen, tnerten. therapeutisch vertrSgnchen Tragermateriafien ent- 
halten. 

16. Pharmazeutische PrSparate zur Behandiung von KrankheHen. bei denen TNF InvoMert 1st wobei solche 
PrSparate dadurch gekennzeichnet sind, dass sie eine oder mehrere Verbindung(en} gemSss einem der 

40 AnsprOche 1-3 oder 8, gewOnschtenfalis in Kornbination mH wettaren Pharmazeutisch wirksamen Subtanzen 
und/oder nlcht-toxischen, inerten, therapeutisch vertrfigRchen TrSgermateriaBen enthaJten. 

17. Verwendung einer Verbindung gemSss elnem der AnsprOche 1-3 Oder 8 zur Behandiung von Krankhei- 
tea f 

ta Verwendung einer Verbindung gemSss elnem der AnsprOche 1-3 Oder 8 zur Behandiung von Krankhel- 
45 ten. bei denen TNF mvoMert 1st 

19. Bne wie in einem der AnsprOche 1-3 Oder 8 beanspruchte Verbindung warm Immer sie nach einem wie 
in Anspruch 13 Oder 14 beanspruchten Verfahren hergesteftt worden 1st 



so 
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Fiqur 1 



-185 GAATTCGGGGGGGTTCAAGATCACTGGGACC 
-125 (XCTCAACTGTOICCCCA^^ 
-65 CCAGCACTGCCGCTGCCACACTGC^ 

~ 28 • • • * • « 

*3 0 MetGlyl^uSerThrValProAspI^uI^xiI^uProLeuVall^uLeuGluLeu 
-5 TCTGGCATGGGCCTCTCCACCGTGCCTGAOCTQCTGCTGCCGCTG 

-10 LeuValGly IleTyrProSerGlyVallleGlyLeuValProHlaLeuGlyAspArgGlu 
55 TTGGTGGG&A331TACCCCTCAGGGG riAlTGGACTGGTCCCTCRCCTAGGGGACAGGGAG 

*** 

• * • • • • 
10 LysArgAspSerValCysProGlnGlyLysTyrlleMsProGlnAsnAsnSerlleCys 

115 AAGAGAGATJ^GTGTCTCCCCAAGG 

• • • • • • 
30 CysTlurLysCysMsLysGlyThrTyrLeuTyrAsxiAspCysProGlyProGlyGlnAsp 

17S TGTACCAAGTGCCAOWVGGAACCTACTTGTACAAT^^ 

5 0 ThrAspCysArgGluCy^GluSerGlySerPheThrM 
235 ACGGACTGCAGGGAGTGTGAGAGCGGCTCCTTCACCGCTTCAG 

• • • • • » 
70 (^sI^uSerCysSerLysCysArgLysGluMetGlyGlnValGluIleSerSerCysThr 

295 TGCCTCAGCTGCTCCAAATGCCGAAAGGAAATGGGTCAGGTGGJUSATCTCT^ 

^ - • • • * • • 

9 0 ValAspArgAspThrValCysGlyCy sArgLysAsnGlnTyrAxgHisTy rTrpSerGlu 
355 GTGGACCGGGACACCGTGTGTGGCTGCAGGAAGAACCA^ 

*** *** 

• • • • • 

110 AsnI^uPheGlnCysPheAsnCysSerl^uCysI*eiiAsnGlyThrValMsLeuSerCys 
415 AACCTTTTCCAGTGCTTCAATTGCAGCCTCTGOCTCAA^ 

• • • • • • 
130 GlnGluLysGlnAsnThrValCysThxCysM 

475 CAGGAGAAACAGAACACCGTGTGCACCTG^ 

• • • * . • • 
150 (^sValSerCysSerAsnCysLysLysS^rLeuGluCysThrLysLeuCysLeuProGln 
535 TGTGTCTCCTGTAGTAACTGTAAGAAAAGC 

170 IleGluAsnValLysGlyTl^li^^ 1 T^nf^tiProLAnVa lTlg 

595 ATTGAGAATGTOUVGGGCACTGAGG 

• *•••• 
190 Ph ePhpfi lyl^uCys TiPii^" ^^ 

655 TTCTTTGGTCTTTGCC1I T TATCCC1XXTCTTCATTGGT TTAATGTATCGCTACCAACGG 
[•••••* 
210 r TcpLysSerLysLeuTyrSerlleValCysGlyLysSerThrProGluLysGluGlyGlu 
715 TGGAAGTOC&AGCTCTACIC CA I Id I lUll^Gt^AAATCGaCACCTGAAAAAGRGGGGGAS 

**•..*. 
230 - LeuGluGlyThrThrThrLysProLeuAlaProAsnProSerPheSerProThrProGly 
77S CCTGAAGGAACTACTACTAAGCCGCTGGCOCCAAACOCAAGCT^ 

• • • * • • 

250 P he^ ^^hrLeuG^P h^ 

270 TyrThrProGlyAsp<^PraAsnPhe^ 
895 TATACCCOCGGTGACTGTCCCAACTTTG^ 

«• • • • • ♦ • • 

290 GlnGlyAlaAspProIleLeuAlaThrAIaLeuAlaSerAspProIleProAsnProLeu 
955 CAGGGGGCTGACCCCATCCTTGCGACAGC^ 
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Piotir 1 (Forts.) 



. • • 

310 GlnLysTx^luAspSerAiaHisLysPr^lnSerlAuAspThr^pA^roMaThr 

330 r>.»TyT-AlaValValGluA3nValProProI^uArgTrpLy3Glu^ValArg^^u 

1075 CTGTACGCCGTGGTGGJUiAACGTGCCCXXGTrGCGCTGGAW 

1135 QGGCTaQ^ 

370 AlaGlnTyrSertfetLeuAiaThrTrpAr^ArgArgThrProArgA^ 

1195 GCGCAAIACAGCATGCIGGCGADCTGGJUGGOGGCGCACGOCGCGGOGOGRGGO^ 

390 GluI^iiLeuGlvArgValLeuArgAspMetAapI^uI^uGIyCysI^uGlu^Il^lu 

1255 GAGCIGCTGGGACGCGTGCTCCGCGACATGGACCTGCTG^ 

410 GluAlal>euCy sGlyProMaAlal^uProProAlaProSerLev^eu^ 

1315 GAGGOCCTTTGCGGCCCCaXGCCC^^ 

1375 GCCCCTGCGGGCAGCTCTAAGGACCGTCCTGCGAG^^ 

1435 TGGAAAGGAGGGGTCCTGCAGGGGCAAGCAGGAGCTAGCJU3CCGCCTACT 

1495 CCCTCGAIG^TAGCTTTTCTCRGCTG^ 

1555 a£&ws*^^ 

1675 GTTCGTCCCTGAGCCTTTTTCACAGTGCATAAGCAij 1 1 ^^T^^i^^^izliii 

1735 GTTTTGTTTTTAAATCAATC^GTTACACTAATAGAAACTTGGCACTCCTGT 

1795 CCMOICMIflaOX^^ 

1855 GGCCTTCAGCTGGAGCTGTGGACTTTTGTACATACACI3AAATTCTGAAGTTAAAAAAAA 

1915 AACCCGAATTC 
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Fiqur 2A 
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SerflspStrUa I Cy sflspSerCyaG I uRspSer ThrTyrThrG I nLeuTrpflsnTrpUa I 
TCCCflCTCCGTGTGTGflCTCCTCTCflGGflCflGCflCBTflCflCCCflCCTCTDGflflCTGGGTT 

• • • « • « 
ProG I uCy sLeuSerCyaG I ySepflpgCyaSepSepflapG InUalGI uThrG I nfl I aCya 

CCCGflGTGCTTGRGCTGTGGCTCCCGCTGTflGCTCTGflCCBGGTGGflflflCTCflflGCCTGC 

• . . . . 

ThrftpgG I uG I nflanfipg 1 1 eCyaThpCyaflpgPpo6 1 yTppTypCyafl I aLeuSepLya 
RCTCGGGflfiCflGflflCCGCflTCTGCflCCTGCBGGCCCGGCTGGTRCTGCGCGCTGflGCRRG 

• • t • t * » 

G I nG 1 uG I yCyaflpgleuCyafl I aPpoleuPpoLy aCyaflpgPpoG I yPheG lyUalflla 
CflGGBGGGGTGCCGGCTGTGCGCGCCGCTGCCGflfiGTGCCGCCCGGGCTTCGGCGTGQCC 

• • • • * . 

flpgPpoG I y ThpG I uThpSepflspUa I Ua I Cy aLyaPpoCyafl laProGI yThpPheSar 
flGBCCflGGflflCTGfiflflCflTCflGflCGTGGTGTGCflflGCCCTGTGCCCCGGGGflCGTTCTCC 

AaAThpThpSepSepThrflap 1 1 eCyaflpgPpoH laGlnl f eCyaflanUa I Ua I A I a 1 1 e 
flflCflCGflCTTCflTCCflCGGflTflTTTGCflGGCCCCflCCflGHTCTGTflflCGTGGTGGCCflTC 

• • • « • • 

PpoG I yBanfl I aSepflpgflapfl I aUo I CyaThpSepThpSepPpoThpflpgSepflet fl I a 
CCTGGGBflTGCflflGCRGGGBTGCflGTCTGCflCGTCCflCGTCCCCCBCCCGGflGTflTGGCC 

• • t • « t 

PpoG iyRlaUalHi aLeuPpoG I nPpoUa I SopThpflpgSepG InHlaThpGI nPpoSor 
CCflGGGGCBGTBCnCTTflCCCCflGCCRGTGTCCnCflCGBTCCCflHCBCflCGCBGCCflBGT 

• • • « • • 

PpoG I uPpoSepThpfl I aPpoSapThpSepPheLeuleuPpollatG I yPpoSepPpoPpo 
CCflGflflCCCBGCflCTGCTCCBflGCflCCTCCTTCCTGCTCCCflflTGGGCCCCflGCCCCCCfl 

• * • • * • 

RtaGluGI ySepThpG I yflapPhefl I aLeuProUa I G I yLeu 1 1 eUa I G I yUa I Thpfl I a 
GCTGBBGGGBGCflCTGGCGBCTTCGCTCTTCCBGTTGGBCTGflTTGTGGGTGTGflCflGCC 

I * • • • • • 

LeuG I yleuLeu 1 1 a 1 1 eG I yUa I Ua I flsnCy aUa 1 I lalUt ThpG I nUa I Ly sLysLy* 
TTGGGTCTRCTflRTflflTflGGRGTGGTGflflCTGTGTCflTCfiTGflCCCflGGTGRflflfiflGfiflG 

• • • . . • 
PpoLeuCyaLeuG I nflrgG I uR I oLyaUa IPpoHI aLeuProfl I aflapLy afl I aflpgG I y 
CCCTTGTGCCTGCRGRGRGBBGCCflBGGTGCCTCflCTTGCCTGCCGflTflflGGCCCGGGGT 

ThpG I nG I yPpoG luGlnGlnHI aLeuleu 1 1 eThpfl I aProSepSerSepSepSerSep 
RCflCflGGGCCCCGRGCBGCflGCflCCTGCTGRTCflCflGCGCCGflGCTCCflGCflGCflGCTCC 

LouG I uS.r Serfl | cSorfl I aLeuflapflrgflrgfl I aProThpflpgfljnG I nPpoG I nfl I a 
CTGGRGRGCTCGGCCBGTGCGTTGGflCBGRRGGGCGCCCACTCGGRRCCRGCCRCRGGCR 
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Ftgur 4 (Portsetzunq) 



• • • • • * 
28 1 ProG I yUa 1 G I ufl I oSer G I yfl I aG I yG I ufl I aflrgfl I aSer ThrG lySerSerfllaflsp 
811 CCflGGCGTCGRGGCCflGTGGGGCCGGGGfiGGCCCGGGCCflGCflCCGGGRGCTCflGCftGflT 

• • • ♦ • • 

301 SirSerProG I yG I y H 1 aG I yThrG I nUa I RsnUa I ThrCys 1 1 eUo I flsnllo I Cy sSer 
901 TCTTCCCCTGGTGGCCflTGGGflCCCflGGTCflflTGTCflCCTGCflTCGTGfiflCGTCTGTRGC 

• • i t • • 
321 StrSerfispH I sSerSerG I nCysSer$«rG 1 nfl 1 aS»pSerThrH«t G I yflspThrflsp 
961 flGCTCTGBCCflCflGCTCflCflGTGCTCCTCCCflflGCCfiGCTCCflCfiflTGGGflGflCflCflGflT 

• • • • 

341 S0rSerProSorCluScrPpoLy3fl3pGiu6!nUolPpoPh«SerLy3G!uC!uC««flIo_ 
1021 TCCflGCCCCTCGGHGTCCCCCflflGCflCGflGCflGGTCCCCTTCTCCflflGGflGGflflTGTGCC 

• • • • • • 
361 PheflrgSenG I nleuG I uThrProG I uThrLeuLeuG I ySerThrG I uG I uLysProL»u 

1081 TTTCGGTCflCflGCTGGflGRCGCCfiGflGRCCCTGCTGGGGfiGCflCCGflflGflGRflGCCCCTG 

V . • . • • • 

381 ProLeuG I yUo I Pr oflspfl I aG I ytletLysPr aSer 

I HI CCCCTT6GRGTGCCTGRTGCTGGGRTGRRGCCCRGTTflflCCflGGCCGGTGTGGGCTGTGT 

1201 CGTflGCCRRGGTGGCTGRGCCCTGGCRGGflTGflCCCTGCGflflGGGGCCCTGGTCCTTCCR 

1 26 1 GGCCCCCRCCflCTRGGRCTCTGRGGCTCTTTCTGGGCCRRGTTCCTCTRGTGCCCTCCflC 

1 321 HGCCGCRGCCTCCCTCTGflCCTGCflGGCCRflGflGCflGRGGCflGCGflGTTGTGGflflflGCCT 

1381 CTGCTGCCRTGGCGTGTCCCTCTCGGflflGGCTGGCTGGGCRTGGflCGTTCGGGGCRTGCT 

1 44 1 GGGGCRRGTCCCTGRGTCTCTGTGRCCTGCCCCGCCCRGCTGCRCCTGCCRGCCTGGCTT 

1 501 CTGGRGCCCTTGGGTTTTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCTCCCCCTGGGC 

1561 TCTGCCCHGCTCTGGCTTCCflGflflflflCCCCflGCflTCCTTTTCTGCRGRGGGGCTTTCTGG 

1621 RGRGGRGGGRTGCTGCCTGRGTCRCCCflTGRRGRCflGGRCaGTGCTTCflGCCTGRGGCTG 

1681 RGRCTGCGGGRTGGTCCTGGGGCTCTGTGCRGGGRGGRG6TGGCRGCCCTGTflGGGRRCG 

( 74 1 GGGTCCTTCflflGTTRGCTCRGGflGGCTTGGflflRGCRTCflCCTCflGGCCflGGTGCflGTGGC 

1801 TCRCGCCTRTGflTCCCRGCflCTTTGGGflGGCTGRGGCGGGTGGRTCflCCTGflGGTTRGGfl 

1861 GTTCGfiGRCCflGCCTGGCCflRCflT6GTflflfiflCCCCflTCTCTBCTRRflflfiTRCflGflflfiTTfl 

1 921 GCCGGGCGTGGTGGCGGGCflCCTflTfl6TCCCRGCTRCTCflGRflGCCTGflGGCTGGGRflflT 

1981 CGTTTGRHCCCGGGflflGCGGRGGTTGCflGGGflGCCGRGflTCflCGCCflCTGCflCTCCRGCC 

2041 TGGGC6flCflGflGCGRGflGTCTGTCTCflRflRGRRflflflRRRRRR6CflCCGCCTCCRflRTGCT 

21 01 RflCTTGTCCTTTTGTRCCRTGGTGTGRflRGTCRGflTGCCCRGRGGGCCCfiGGCflGGCCflC 

2161 GflTRTTCRGTGCTGTGGCCTGGGCflflGflTRflCGCRCTTCTflflCTflGRfiflTCTGCCflHTTT 

2221 TTTRRRRRRGTRRGTRCCRCTCRGGCCRRCRRGCCRRCGRCRRRGCCRflRCTCTGCCRGC 

228 1 CflCRTCCRRCCCCCCRCCTGCCRTTTGCRCCCTCCGCCTTCRCTCCGGTGTGCCTGCRG 
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